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甘 芒 组 织 培养 中 2, 4-D 对 过 氧化 物 
酶 同 工 酶 的 影响 


De We RE 


《广西 师范 大 学 生物 系 ) 


摘要 ”在 其 各 组 培育 菌 中 ， 过 氧化 物 酶 同 工 酶 活性 与 胚 性 细胞 团 的 分 化 程度 有 关 。 其 中 
的 Bo 酶 带 与 分 化 状态 密切 相关 ， 是 分 化 成 苗 的 必要 条 件 之 一 。 细 隐 分 裂 素 诱导 Bo 酶 带 的 出 
现 。2,4-D 抑 制 细胞 分 缆 素 对 Bo 栈 带 的 诱导 ， 使 Po 隆 带 消失 ， 并 且 改 变 了 过 氧化 物 栈 同 工本 
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培育 苗 中 的 作用 进行 了 研究 。 已 知 在 诱 时 培养 基 中 加 入 高 浓度 的 2,4-D〈2 一 3 me/1) 
HAFAI EBI ENEA, MIERE, BRN, AHE A i EE a 
TARAS, Bah 欲 使 这 些 胚 性 细胞 团 迅 速 分 化 成 苗 ， 则 要 把 它们 转 入 分 化 培养 基 
中 去 。 诱 导 培 养 基 和 分 化 培养 基 之 间 的 一 个 明显 区 别 在 于 2, 4- 卫 的 有 无 。 于 是 我 们 研究 
了 2,4-]) 对 过 氧化 物 酶 同 工 酶 的 影响 ， 为 筛选 优良 胚 性 细胞 团 提 供 依据 。 x 
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生长 过 程 而 发 生变 化 。 程 家 胜 用 革 果 进行 了 激素 对 过 氧化 物 栈 同 工 酶 的 影响 的 研究 53。 
王 焦 用 烟草 观察 其 组 培 过 程 中 过 氧化 物 酶 同 工 酶 的 变化 C12。Galston，A。W。 和 S. 
Lavee， 以 及 Dendsay, J. P. S. AIR. S. Sachar 等 人 对 过 氧化 物 酶 同 工 酶 受 激 尝 
控制 的 问题 进行 了 大 量 的 研究 C6、?3。 因 此 ， 我 们 认为 有 可 能 用 过 氧化 物 酶 同 工 栈 的 变 
化 作为 指标 来 探讨 2, 4-D 的 作用 。 

前 人 的 研究 集中 于 IAA 对 过 氧化 物 酶 同 工 酶 的 影响 ， 对 2, 4-D 与 过 氧化 物 醇 的 关 
系 没有 作 过 详细 的 研究 。 有 目前 仍 未 见 有 甘蔗 组 培 中 激素 对 过 氧化 物 酶 的 影响 的 报告 。 而 
2,4-D 不 仅 在 甘蔗 组 堵 中 ， 而 且 在 其 他 组 培 中 都 表现 出 很 重要 的 作用 。 
2,4-D 以 及 其 他 激素 在 甘蔗 组 培 中 对 过 氧化 物 酶 同 工 酶 的 影响 进行 了 研究 。 











本 文 于 1984 年 11 月 28 日 收 到 。 


68 云南 植物 研究 st 


材料 与 方法 


1 材料 

C1) 供 试 材料 ， 钱 14 号 甘蔗 品种 经 组 培 悉 代 二 次 的 有 是 性 细胞 团 。 

《2 ) 基本 培养 茜 ，N。( 用 MS RREH) +KH,PO, 100 ms/14 WWS % + Hi 
0.5%, pH 5.86 

《3 ) 激素 处 理 ， 设 计 了 五 种 激素 处 理 : 

@ 基 本 培养 基 +1AA 1 ms/l 加 基本 培养 基 + PA 1me/l， 团 基 本 培养 基 + MA 
1me/i+BA 1me/l，@ 基 本 培养 基 +IAA 1ms/i+BA 1ms/i+2,4-D 3ms/l; 图 
基本 培 养 基 二 BA 1 ms/i+2,4-D 3 mg/l。 

2. 方 法 

将 上 述 甘蔗 胚 性 细胞 团 接种 于 附加 了 激素 的 五 种 培养 基 中 ， 每 种 培 券 基 接种 10 管 。 
培养 案 温 度 为 25*C+ 2"C。 室 内 自然 光 附 加 工艺 40W 日 光 灯 《 距 试 答 0.3 米 ) 。 

在 培养 到 5 天、8 天 、14 天 、18 天 和 22 天 时 ， 对 上 述 五 种 培养 基 中 各 取 一 管材 料 进 
行 电泳 。 电 沪 基 本 方法 与 吴 少 伯 所 述 相同 改动 部 份 如 下 : 

(1) 各 号 材料 到 量 200 ms， 加 提取 缓冲 液 0.66 mi (分 两 次 加 入 ) 进 行 研磨。 研 麻 
过 程 在 冰 浴 中 进行 。 然 后 在 高 速 台式 离心 机 上 离心 两 次 〈 均 为 5000 /min)， 每 次 10 分 
钟 。 取 第 二 次 离心 后 的 上 清 波 为 电泳 样品 法 。 一 般 现 提取 现 用 ， 或 在 冰箱 中 保存 不 超过 
24 小 时 即 进行 电泳。 

(2) 电泳 条 件 ， 样 品 液 每 往 准确 加 基 30 微 升 , 电 汶 档 避 于 冰箱 中 ,上 格 接 人 负极， 下 
柯 搂 正极 。 初 始 电波 为 1 mA/ 管 ，20 分 钟 后 增 大 到 2 mAT. PERRAS 达 OE me 
管 下 端 1 厘米 时 停止 电泳 。 整 个 电泳 过 程 约 需 2 小 时 。 

C3) 染色 方法 采用 联 茉 胺 - 爹 创 林 酚 法 。 染 色 时 间 30 分 钟 。 过 氧化 物 酶 同 工 酶 带 
FIRE 
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实 验 结果 


1. 过 氧化 物 酶 同 工 酶 诺 陆 着 奈 性 细胞 团 生长 分 化 过 程 而 变化 

肘 性 细胞 团 的 产生 及 其 分 化 与 2, 4-D 有 密切 的 关系 ， 一 是 加 入 高 浓度 的 2,4-D， 得 
到 优良 的 胚 性 细胞 团 ， 二 是 完全 去 除 2, 4-D， 使 胚 性 细 陷 团 过 速 分 化 成 苗 。 在 这 两 种 情 
况 下 ， 其 内 部 过 氧化 物 酶 同 工 酶 有 什么 变化 呢 ? 

《1 ) 我 们 对 培养 在 常规 的 分 化 培养 基 上 的 呈 = 性 细 耻 团 进 行 不 同 培养 天 数 的 过 氧化 
物 栈 同 工 酶 说 分 析 ， 得 到 没有 2,4- 了 影响 时 吓 性 细胞 团 分 化 成 昔 的 葡 详 变化 ， 其 结果 见 
fal. 

从 图 1 可 以 看 到 。 (O EU TATE, 我 们 定 为 入 
区 和 了 区 。 然 后 再 根据 从 胃 极 襄 阳极 的 迁移 顺序 依次 编号 为 Al、A:、Aa……Bs、B， 





1 期 多 集 娟 等 ， 甘 尽 组 织 培养 中 2,4- 卫 对 过 氧化 物 睹 同 工 酶 的 影响 的 





Ba……， Wt, AMB, 是 染色 较 深 而 且 很 稳定 的 标志 酶 带 。 ( 2 ) 酶 谱 随 着 胚 性 细胞 
团 的 分 化 过 程 发 生变 化 。 这 种 变化 主要 表现 在 一 些 划 色 较 浅 的 酶 带 ， 如 As、A。 和 Bay 
B4、Bs。 它 们 随 着 幼苗 的 出 现 而 出 现 ， 有 随 闭 分 化 程度 发 展 而 变化 的 趋势 。 在 培养 到 
18 天 时 ， 开 始 在 豚 性 细胞 团 上 看 到 有 绿 苗 形成 ， 在 22 天 时 已 大 量 出 苗 。 在 这 两 个 时 期 的 
酶 谱 上 就 出 现 了 As、As 和 B。、B, 及 Bs 带 。 特 别 是 B。 带 ， 与 幼苗 形成 的 多 少 密切 相关 ， 
在 大 量 出 现 幼苗 的 第 22 天 材料 的 酶 谱 中 ， B 醇 带 明显 地 显示 出 来 ， 而 且 在 形成 幼苗 后 
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ALMA TAA 和 BAMARRHRRHRRARN, M2tek TAA 和 BA 的 培养 中 如 入 2, DAN 
MEME, MISMA IAA aR BA OSE AM MIS RTOS MRM, 图 4。 只 加 入 BA 的 培养 材料 在 不 
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Figs 1, The electrophoretogram of the cultured material which is es 
nding TAA and BA. Fig. 2, The change of electrophoretogram ins 
medium containing IAA and BA. Fig. 3, Only adding IAA or BA to basal to see the 
Slectrophoretogram 18 day-eulture-materials. Fig. 4, Only adding BA to basal medium, to see the 

trophoretopram of different time-culture-material. Fig. 6, Adding 2,4-D to basil medium 


containing BA, to see the change of electrophoretogram. 


《 2 ) 我 们 在 常规 分 化 培养 基 中 加 入 2, 4-D 3 mg/i 〈 即 戌 为 继 代 培养 基 ) REYE 
胞 团 进行 培养 ， 其 他 培养 条 件 不 变 。 在 培养 过 程 中 看 到 胚 性 细胞 团 一 直 旺 盛 地 生长 ， 但 
没有 幼 划 出现 。 取 不 同 培养 天 数 的 材料 进行 电泳 分 析 ， 得 到 在 2,4- 册 影响 下 的 胚 性 细胞 
团 的 酶 谱 变 化 。 其 结果 见 图 2 。 从 图 2 中 也 可 以 明显 地 分 两 个 活 狂 区 ， 入 区 和 有 区。 与 
图 1 比较 ， 在 2, 4- 了 影响 下 的 酶 谱 有 些 差异 ， 主 要 表现 在 一 些 与 分 化 成 苗 密 切 相关 的 栈 
营 没 有 出 现 ， 如 Re 带 始 终 来 出 现 ， 和 As*、As 和 D,、Bs 带 的 迹象 极其 微 台 。 

2. 2,4-D 与 其 他 生长 素 和 细胞 分 裂 素 的 关系 

在 分 化 培养 基 和 诱导 “〈 维 代 》 培养 基 进 行 比较 时 看 到 ， 两 种 培养 基 的 主要 区 别 在 于 
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有 或 没有 2, 4-D。 已 如 前 述 ， 由 于 2, 4- 了 的 加 入 使 B， 带 消失 ， 细 胞 团 旺 盛 生 长 ， 抑 制 
TARE. WA, Be 带 与 激素 ，B。 带 与 分 化 之 间 究 竟 有 着 什么 样 的 联系 呢 ? 为 此 ， 
我 们 把 各 种 激素 分 开 来 ， 在 一 种 增 养 基 中 只 加 入 生长 素 〈1IAA) ， 另 外 一 种 培养 基 中 只 
加 入 细胞 分 裂 央 〈 BA ) 。 在 这 两 种 含 单一 激素 的 培养 基 上 都 未 能 使 胚 性 细胞 团 分 化 成 
苗 。 其 中 ， 只 加 入 生长 过 的 培养 材料 长 成 伪作 组织， 细胞 团 元 色 透 明 ， 不 成 联 粒 型 。 只 
加 入 细胞 分 裂 素 的 堵 养 材料 保持 在 奴 性 细胞 团 状 态 ， 细 胞 团 色泽 淡 黄 ， 细 胞 紧凑 ， 蛙 里 
粒 型 ， 分 敬 性 好 . 认养 到 18 天 时 ， 取 上 述 两 种 材料 进行 电泳 ， 得 到 酶 谱 如 图 3 所 示 。 

把 图 3 与 图 1 中 培养 18 天 材料 的 酶 谱 丰 对 照 来 看 ， 只 加 入 IAA 时， 有些 酶 带 未 出 
现 ， 如 入 s、As、D。、B, 和 Bs 只 加 入 BA 时 ， 有 另 一 些 酶 带 未 出现， 如 B4 和 Bs。 而 且 
有 带 的 迁移 率 和 酶 带宽 度 有 所 变化 ， 如 As、As 和 8s。 此 外 ， 我 们 注意 到 ， 在 IAA 
处 理 时 8, 莹 消失， 而 在 BA 处 理 时 B, 带 出 现 ， 说 明 B, 带 受 细胞 分 裂 素 的 诱导 。 

进一步 的 问题 是 ， 在 细胞 分 裂 率 的 单独 作用 下 出 现 了 Bi 带 ， MIRME: SA 
没有 分 化 成 苗 。 那 么 ， 如 何 解释 B。 带 与 分 化 的 关系 呢 ? 我 们 注意 追踪 B。 带 在 不 同 培养 
时 期 的 变化 ， 从 纵 的 方面 来 探索 这 个 关系 。 酶 谱 变化 结果 如 图 4 所 示 。 我 们 发 现 
Bs 带 在 培养 过 程 中 旺 周期 性 变化 ， 在 8 天 、18 天 的 培养 材料 中 出 现 Be 带 ， 而 在 5 天 、 
14 天 和 22 天 的 培养 材料 中 B。 带 消失 了 。 这 种 周期 性 恰好 与 我 们 在 甘蔗 组 培 中 观察 到 的 
胚 性 细胞 团 分 袭 高 蜂 的 局 期 性 相 一 致 ， 即 在 培养 过 程 中 ， 隋 性 细胞 的 分 虱 速 度 旺 周 期 性 
BAe, EBR, WMS KC, ANN, TEMA RAED, Bo WRN 
UY LUGE A LG AL, GAEL, BREKK 当 分 化 条 件 清 
足 时 ，B, 带 就 随 著 胚 答 细 胞 团 分 化 成 苗 而 稳定 存在 。 这 样 。 我 们 认为 ， B。 带 的 出 现 是 
胚 性 细胞 团 分 化 成 将 的 必 权 条件 之 一 ， 而 不 是 叭 一 的 条 件 ， 区 使 是 性 细胞 团 分 化 成 苗 ， 
就 一 定 要 有 B 带 诱导 出 现 ， 但 B 带 的 出 现 并 不 一 定 使 胚 性 纲 胞 团 分 化 成 菌 ， 还 必须 辐 
时 满足 其 他 酶 带 条 件 。 

前 面 已 经 谈 到 ，2, 4-D 对 Bu 带 有 抑制 作用 ， 那 么 2, 4 与 细胞 分 发 素 对 bi 带 的 作用 
MRAR? 我 们 在 含有 细胞 分 裂 素 的 培养 基 中 加 入 2, 4- 站 ， 采 用 与 图 4 相同 的 观察 广 
法 ， 生 到 结果 如 国 5。 我 们 看 到 ，2, 4-D 抑 制 了 细胞 分 发 素 对 B 带 的 诱导 ， 在 各 个 培养 
时 期 都 没有 B 攻 出现。 此 时 ， 拉 养 中 的 胚 性 细胞 团 的 生长 明显 地 受到 促进 。 

综合 上述 各 个 实验 结果 ， 我 们 还 注意 到 在 单独 使 用 生长 素 或 细胞 分 克 素 时 ， 荆 性 级 
胞 团 不 能 分 化 ; 类 激素 本 合 使 用 时 就 能 大 证 分 化 出 落 。 与 此 相对 应 地 ， 从 族谱 
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在 二 类 激素 的 共同 作用 下 ， 过 氧化 物 酶 同 工 酶 在 组 成 和 活性 上 都 有 所 变化 。 与 此 同时 ， 
从 外 部 形态 建成 来 看 有 大 时 幼 昔 形 成 。 




































# 论 
1 从 稳 司 培养 条 件 不 同 培养 时 期 的 酶 谱 分 析 中 ， 我 们 看 到 一 个 普 追 的 现象 ， 就 是 同 
一 种 细胞 组 织 在 不同 的 生长 状态 下 和 不 同 的 生长 时 期 里 ， 有 不 同 的 过 氧化 物 酶 同 工 栈 
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谱 。 这 说 明 ， 过 氧化 物 酶 同 工 酶 在 组 成 和 话 性 上 是 多 变 的 。 因 此 ， 我 们 就 不 能 可 驹 地 应 
用 过 氧化 物 酶 来 进行 分 类 警 定 方面 的 工作 。 但 是 从 另 一 方面 来 看 ， 正 是 由 于 它 的 多 变 
性 ， 其 中 一 些 较 活跃 的 同 工 酷 带 就 很 有 可 能 与 细胞 组 织 的 生长 分 化 状态 有 特定 的 内 在 联 
系 。 在 我 们 的 工作 中 就 看 到 B, 带 的 出 现 与 细胞 团 的 分 化 密切 相关 ， 它 是 分 化 的 前 提 条 件 
之 一 。 因 此 ， 我 们 在 以 后 的 工作 中 就 可 以 通过 对 Bv 带 的 分 析 来 考察 试验 中 的 甘蔗 胚 性 细 
胸 团 是 否 具 备 了 这 方面 的 分 化 条 件 ， 给 我 们 提供 了 一 个 生化 上 的 指标 。 

2. 从 不 同 的 激素 处 理 中 看 到 ， 细 胞 分 裂 素 BA 诱导 B, 带 出 现 ，2,4-D) 能 够 抑制 BA 
MBARE T, EER IAA 没有 对 B 带 表现 出 直接 的 关系 。 这 使 我 们 得 以 在 酶 与 激素 
之 间 建 立 起 一 定 的 联系 ， 给 我 们 在 新 的 研究 中 提供 了 手段 。 例 如 ， 当 我 们 试验 其 他 细胞 
分 裂 类 类 激 迷 或 甚至 是 某 种 未 知 物质 对 甘蔗 胚 性 细胞 团 生长 分 化 的 影响 时 ， 如 果 我 们 以 
外 部 形态 上 可 见 的 幼苗 分 化 为 指标 ， 那 么 ， 由 于 各 方面 分 化 条 件 的 相互 影响 ， 这 种 物质 
的 影响 作用 往往 难以 灵敏 地 反映 出 来 。 而 以 过 氧化 物 及 同 工 醇 的 反映 作为 指标 的 话 ， 当 
这 种 物质 作用 下 引起 B, 带 的 出 现时 ， 也 就 是 说 这 种 物质 和 BA 有 诱导 B 带 出 现 的 相同 作 
用 ， 这 就 表示 这 种 物质 的 试验 有 可 能 成 功 ， 尽 管 此 时 在 胚 性 细胞 团 的 外 部 形态 上 可 能 仍 
然 是 毫 无 变化 的 。 

3。 从 我 们 的 工作 中 进一步 证 实 了 激素 一 一 蛋白 质 〈 酶 ) 一 一 生长 发 育 这 样 的 作用 
关系 我们 看 到 在 只 加 入 一 种 激素 时 ， 无 论 是 万 一 种 激素 ， 都 没有 使 在 性 细胞 团 分 化 成 
贡 ， 只 有 当 适 当 的 激素 配合 使 用 时 才 出 现 分 化 。 我 们 还 看 到 单一 激素 处 理 和 适当 激 类 配 
合作 用 下 ， 过 氧化 物 酶 同 工 酶 表现 出 差异 。 这 就 是 说 ， 激 来、 酶 、 分 化 三 者 之 间 是 有 内 
在 联系 的 。 这 是 因为 激 崇 控制 着 基因 的 顺序 表达 ， 控 制 着 植物 体 的 生长 发 育 ， 而 同 工 梧 
的 次 级 反应 。 所 以 ， 不 同 的 激素 作用 时 就 出 现 不 同 的 同 工 酵 谱 和 不 同 的 生长 
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THE EFFECTS OF 2,4-D ON PEROXIDASE 
ISOENZYME IN TISSUE CULTURE OF SUGAR-CANE 
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Abstract ‘The activity of peroxidase isoenzyme has relation to the differen- 
tial degree of embryonic cells in the tissue culture of sugar-cane, Among the 
peroxidase isoenzyme the Bo band has a close relationship with the differential 
condition, It is one of the essential precondition of differentiaton, i 

The Bo band's appearance can be inducted by cytokintin, but the induction 
can be inhibited by 2,4-D. So the Bo band disappear when 2,4-D is remain- 
ing. Moreover the 2,4-D changes the peroxidase isoenzyme's composition and 
its activity, inhibits the differentiation of embryonic cell. of sugar-cane and 
promotes its growth, 
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